
















Abstract: Brevinins are an  important antimicrobial peptide  (AMP)  family discovered  in  the skin 
secretions of Ranidae frogs. The members demonstrate a typical C‐terminal ranabox, as well as a 






significantly  improved  antimicrobial  activity  and  cytotoxicity  compared  to  the  parent  peptide, 
except a Pro14 substituted analog. The circular dichroism (CD) analysis of this analog revealed that 
it did not fold into a helical conformation in the presence of either lipopolysaccharides (LPS) or TFE, 
indicating  that position 14  is  involved  in  the  formation of  the  α‐helix. Furthermore,  three more 
analogs with  the substitutions of Ala, Lys and Arg at  the position 14, respectively,  revealed  the 
influence on the membrane disruption potency on bacteria and mammalian cells by the structural 












porsa  [4].  Although  the  primary  structure  of  brevinin  peptides  demonstrates  a  high  degree  of 
variation between  the  family members discovered  from different  species, most possess a unique 
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disulfate loop structure, “ranabox”, at the C‐terminus [5,6]. With the subsequent isolation of brevinin 
related peptides from different Asian and European ranidae species, more specific classification has 
been  achieved  by  defining  the  family  as  the  “brevinin  superfamily”  that  consists  of  several 






conformation  [6,7,9]. They demonstrate potent  antimicrobial  activity  against E.  coli  as well  as  S. 
aureus, whilst,  hemolytic  activity  of  brevinin‐2  peptides  are  usually  less  than  that  of  brevinin‐1 
peptides [10]. 
In this study, we identify a novel brevinin‐2 peptide from the skin secretion of Sylvirana guentheri 

















Figure  1.  The  alignments  of  translated  open‐reading  frame  amino  acid  sequences  of  brevinine‐2 
related precursors discovered from the skin secretion of Sylvirana guentheri. Their respective accession 
numbers are shown before the amino acid sequences. The topological structure consists of a putative 


























of  peptide  folding  of  full‐length  amino  acid  sequences.  The  red,  blue  and  green  blocks  in  the 
PEPFOLD diagram represent the possibilities of helical, coil and extended conformations. 
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Table  1. The amino  acid  sequences and physio‐chemical properties of BR2GK and  the  truncated 
derivatives. 
Peptide  Sequence  Charge  Hydrophobicity  Helicity% a 
BR2GK  GFSSLFKAGAKYLLKQVGKAGAQQ
LACKAANNC  +5  0.331  8.9/20.9 
BR2GK(1‐25)a  GFSSLFKAGAKYLLKQVGKAGAQQ
L‐NH2  +5  0.364  14.1/20.1 
[P14]BR2GK(1‐25)a  GFSSLFKAGAKYLPKQVGKAGAQQ
L‐NH2  +5  0.325  0.6/6.2 
[A14]BR2GK(1‐25)a  GFSSLFKAGAKYLAKQVGKAGAQ
QL‐NH2  +5  0.308  7.2/16.0 
[K14]BR2GK(1‐25)a  GFSSLFKAGAKYLKKQVGKAGAQ
QL‐NH2  +6  0.256  9.6/25.4 
[R14]BR2GK(1‐25)a  GFSSLFKAGAKYLRKQVGKAGAQ
QL‐NH2  +6  0.256  11.0/25.7 
  a.  The percentages of helical content in LPS solution and 25% TFE solution were analyzed, respectively. 
 
Figure 3. CD analysis of BR2GK and  the  truncated derivatives  (50 μM)  in  the presence of 10 mM 
NH4AC, 0.1 mg/mL LPS/10 mM NH4AC, and 25% TFE/10 mM NH4AC. 
2.3. Antimicrobial Activity of BR2GK and Derivatives 







for  enhancement  of  the  antimicrobial  activity  of  AMPs,  while  both  [K14]BR2GK(1‐25)a  and 




peptides  could  compromise  the plasma  and  outer membrane  stability,  except  [P14]BR2GK(1‐25)a 
which cannot compromise the plasma or outer membrane. Overall, BR2GK(1‐25)a exhibited the most 
potent  effect  on  the  plasma  membrane,  similar  to  the  membrane  lytic  peptide,  melittin. 
[A14]BR2GK(1‐25)a, [K14]BR2GK(1‐25)a and [R14]BR2GK(1‐25)a demonstrated similar effect with no 
significance (Table S1), which resulted in around 70% plasma membrane permeabilization, while the 
full‐length  BR2GK  induced  a  lower  effect.  With  regard  to  the  permeabilization  on  the  outer 
membrane,  both  BR2GK(1‐25)a  and  [A14]BR2GK(1‐25)a  disrupted  the  integrity  of  the  outer 

















































  S. aureus  E. faecalis  MRSA  E. coli  P. aeruginosa  K. pneumoniae  C. albicans 
BR2GK  64/256  64/256  >512/>512  >512/>512  >512/>512  >512/>512  256/512 
BR2GK(1‐
25)a  4/8  4/16  4/16  4/8  8/32  16/32  4/16 
[P14]BR2GK(
1‐25)a  512/>512  >512>512  >512/>512  >512/>512  >512/>512  >512/>512  >512>512 
[A14]BR2GK(
1‐25)a  8/16  8/16  16/64  8/32  32/128  128/256  16/32 
[K14]BR2GK(
1‐25)a  16/32  16/64  64/128  8/32  16/64  128/256  64/128 
[R14]BR2GK(
1‐25)a  16/32  16/32  64/128  8/16  16/32  128/256  64/128 
 









When we examined any potential cytotoxicity associated with  these peptides,  the  full‐length 
BR2GK  revealed  to be more  toxic  towards HMEC‐1  cells and horse  erythrocytes  than  the others 
(Figure 4). It resulted in significant cytotoxicity on HMEC‐1 cells at the concentration of 100 μM (Table 
S3). BR2GK(1‐25)a,  [K14]BR2GK(1‐25)a and  [R14]BR2GK(1‐25)a generated  the weak effects  (around 
15% drop) against the cell viability with no significance against each other. 
Additionally,  BR2GK  and BR2GK(1‐25)a  showed  significant  hemolytic  activity  from  32  μM 
(Table S4), where BR2GK resulted  in more  than 40% hemolysis at 256 μM. Whilst, BR2GK(1‐25)a 







brevinin‐2 members  exhibit more  structural variety  and diversity  [6,7]. Therefore,  the brevinin‐2 




sequence  of  BR2GK  shares  similarity  to  esculentin‐2 members  in  the  BLAST  searches  (data  not 
shown),  the most similar peptides which have  just one amino acid difference  [20]  is a brevinin‐2 
peptide. The MS/MS  fragmentation  further  confirmed  the  presence  of  the  exact  expression  of  a 
mature peptide, BR2GK, as well as the correct of the amino acid sequence. Herein, we considered 
that the novel peptide belongs to the brevinin‐2 family. 
The  ranabox  domain  in  brevinin‐1  has  been  identified  to  be  the  key motif  associated with 
antimicrobial activity, and the removal of this peptide loop resulted in a significant loss of bioactive 
potency [21,22]. On the contrary, this domain seems to be redundant for brevinin‐2 and other similar 
families  (e.g.,  esculentin). As mentioned  before, Esculentin‐1a  consists  of  46  amino  acids with  a 
typical C‐terminal loop, but the 21‐mer truncated peptide (missing the C‐terminal loop) still retained 
antimicrobial  activity  [11,23].  Regarding  the  shorter‐length  peptide,  the  removal  of  ranabox  of 
nigrocin‐HL not only  increases  the antimicrobial activity, but also  reduces  the cytotoxic effect on 




















tight  binding  to  the  capsule/outer membrane/peptidoglycan  layer  contributed  by  the C‐terminal 
loop. Therefore, that the significant interaction with the outer membrane but no MIC was observed 





segment  from  Gly1  to  Leu13  and  an  internal  helix  afterwards.  Subsequently,  the  prediction  of 
truncated BR2GK(1‐25)a presented a natural‐occurring helix‐hinge‐helix structure, even  though  it 
was  determined  as  a  non‐common  amino  acid  combination,  ‐KA‐,  to  form  the  hinge  structure. 
However, the brevinin‐2 related peptide gaegurin 4 was determined to form a helix from residues 2 
to  23,  even  though  there  is  a  similar  dipeptide,  ‐AK‐, within  this  segment  [28].  Therefore, we 
introduced a Pro at position 14 to prompt the formation of the hinge in the middle of the sequence. 
Unfortunately, [P14]BR2GK(1‐25)a lost its antimicrobial activity and was not able to fold into a helix 
in either LPS or TFE  solution. This  indicates  that  there  is no hinge  structure  in either BR2GK or 
BR2GK(1‐25)a, otherwise, a negative peak at 208 nm in the CD spectrum could be observed in the 







It  is  reported  that  increasing  the  net  positive  charge  could  facilitate  the  electrostatic  interaction 





positive  charge  induced  the  formation  of higher helical  content,  exerting  slightly  improving  the 
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4.2. Molecular Cloning of cDNA‐Encoding Precursor from Skin Secretions 
The identification of a cDNA‐encoding precursor from the skin secretion of Sylvirana guentheri 
was performed as outlined previously  [34].  In brief,  the mRNA  in  the skin secretion was  isolated 
using Dynabeads mRNA DIRECT  Purification  Kit  (Invitrogen,  Vilnius,  Lithuania)  and  reverse‐
transcription was carried out to a cDNA library by SMART® cDNA Library Construction Kit (Takara 
Bio,  Goteborg,  Sweden).  Rapid  amplification  of  cDNA  ends  (RACE)  was  performed  with  the 













previously  [34],  and  the  synthesis  was  achieved  using  a  Tribute  peptide  synthesizer  (Protein 












concentration  (MIC)  and  the  minimal  bactericidal  concentration  (MIC)  performed  by  the 
microdilution method in a 96 well plate [34]. Gram‐positive bacteria, Staphylococcus aureus (NCTC 
10788),  methicillin‐resistant  Staphylococcus  aureus  (MRSA,  NCTC  12493),  Enterococcus  faecalis 
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4.8. NPN Outer Membrane Assay 
Outer membrane permeability assay was carried out as before [36]. Briefly, P. aeruginosa (ATCC 
27853) was used and  cultured  in LB medium. Bacterial  culture was washed and  resuspended  in 
HEPES buffer pH 7.2 to OD600 = 0.5. Bacteria were treated with 50 μM peptide solution for 2 h and 
then mixed with 1‐N‐phenylnaphthylamine (NPN) (final concentration = 10 μM). Ten micrometers 




assay  on  the  dermal  microvascular  endothelium  cell  line,  HMEC‐1  (ATCC  CRL‐3243).  Horse 
erythrocytes (TCS Biosciences Ltd., Buckingham, UK) were subjected to the hemolysis of all synthetic 
peptides as described previously [35]. Briefly, the erythrocytes were washed and resuspended by PBS 
to achieve a 4%  suspension. The  test peptide  solutions were  transferred  into  the aforementioned 
suspension and kept at a constant 37 °C for 2 h, while Triton X‐100 (Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, 











Supplementary Materials:  The  following  are  available  online  at  www.mdpi.com/xxx/s1.  Figure  S1:  The 
nucleotides  and  translated  open‐reading  frame  (ORF)  amino  acids  sequences  of  Brevinin‐2GHk  precursor 
discovered from the skin secretion of Sylvirana guentheri. The putative signal peptide domain and the mature 
peptide domain are single‐underlined and double‐underlined, respectively. The stop is indicated by the asterisk. 
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